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Abstract: Microbial cells were irradiated with high-dose X-ray (0.2 nm, 500 R s-1) for 0 to 5 min 
to examine their survivability based on the biological “energy currency”, i.e., adenosine 
5’-triphosphate (ATP), and the colony-forming units (CFU). The well-known radiation-resistant 
bacterium, Deinococcus radiodurans, and the normal and mini cells of Escherichia coli X-1488 
were used for the irradiation tests. Minicells are known to lack genomic DNA, and were thus used 
to examine the effect of X-ray on non-DNA damages, while X-ray causes indirect (e.g., via 
OH-radical formation) damages to DNA. The results were: 1) ATP showed highest survivability 
in the D. radiodurans cells, followed by the normal E. coli cells; 2) CFU of D. radiodurans 
showed highest survivability, too; and, 3) ATP and CFU of minicells showed rapid decrease 
despite absence of DNA to-be-damaged by X-ray irradiation. These results suggest that non-DNA 
damages (probably damages against proteins and/or membrane) affect the viability of minicells. 
Direct effects of X-ray irradiation against non-cellular ATP and other biomolecules should be 
assessed in future studies. 
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人類の月面ミッションや火星ミッションにおい

て、無重力と並んで、あるいはそれ以上に問題に

なるのは放射線であろう。これは圏外生物学にお

いても同様である。平成 18 年度 宇宙環境利用科
学委員会 研究班「隕石・彗星内ハビタブルゾー
ン」Working Group（WG）では、宇宙における生
物圏の広がりを「放射線からの遮蔽」および「放

射線への耐性」という観点から理論的および実証

的に考察している（長沼他 2005a, 2005b, 2006）。 
宇宙環境放射線に関する生物学的調査として、

これまで人体への影響評価や人体防護を目的とし

た医学的研究が多く行われてきた（Yatagai 2002; 
藤高他 2004）。本WGの研究は、これらの医学的
研究と類似しつつも、圏外生物を含めた生物全般

を対象とする点に特色がある。具体的には、地球

生物の中でも微生物の放射線耐性の特徴を従来の

DNA損傷研究などとは異なる観点から調査するた
めの、研究計画の検討を行うものである。 
たとえば、もしX線など線エネルギー付与の低い
放射線（低LET放射線）によるDNA損傷の主な原
因がH2O由来のOHラジカルによる間接作用である
なら、乾燥した微生物ではそれがない分、放射線

耐性が向上したように見えるだろう。また、そも

そもDNAのない細胞なら、放射線からDNAへの直
接作用もないと考えられる。 
本研究の背景には「パンスペルミア仮説」の検

証がある。パンスペルミア（panspermia; pan 汎、
spermia胚種）とは宇宙胚種とでも呼ぶべき生命体
であり、「宇宙にはパンスペルミアが漂い，地球

など適当な惑星に降下してその惑星生命の起源と
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なる」というパンスペルミア仮説が古くから提唱

されている。パンスペルミアが宇宙を単体で漂っ

ているのか、あるいは隕石や彗星などの「方舟」

に保護されて飛来するのかは想像の域を出ない。

いずれにせよ、宇宙放射線からの遮蔽･保護を考え

る上で、想像上のパンスペルミアではなく、現存

する生物の放射線耐性の機作や限界を考えるのが

本WGの趣旨である。 
本研究ではその最初の試みとして、宇宙放射線

の大部分を占める粒子線ではなく、これまで比較

的実験されていなかった大線量 X 線照射の影響を
調べるために、放射線耐性微生物 Deinococcus 
radiodurans NBRC 15346（Brooks et al. 1981）とゲ
ノム DNAを欠いた大腸菌 Escherichia coli X-1488
ミニセル（Adler et al. 1967）を実験材料に用いて、
その「生体エネルギー通貨」と呼ばれるアデノシ

ン三リン酸（ATP）およびコロニー形成菌数（CFU）
の残存を調べたので報告する。 
 

材料と方法 

照射試験に供した微生物は、①放射線耐性微生

物D. radiodurans NBRC 15346、②大腸菌E. coli 
X-1488 および③そのDNA欠損細胞であるミニセ
ル（minicell）の 3 種類を用いた。D. radiodurans
とE. coliはNBRC-802 培地とLB培地でそれぞれ常
法に従い培養し、さらにJaffe et al.（1988）に従っ
てE. coliミニセルを調製した。この培養液から細胞
を遠心分離（14000×g、15 min）して集め、上澄
みを捨ててATP-free の 150 mM NaClおよび 50 
mM Tris-HCl に懸濁することをそれぞれ 2回繰り
返した（これを細胞の“洗浄”という）。最終的

に細胞懸濁液 100 µl当りのATP量および細胞数は
Table 1のようになった。ATP量は実測し（下述）、
細胞数は 3.5×105 cells per 1 pmol ATP（Kimura et al. 
2003の最小のcell-per-ATP係数）から算出した。 

Table 1. Initial ATP content and number of estimated 
microbial cells suspended in 100 µl applied to each 
irradiation target well. 

per 100 µl ATP (pmol) cells (x 106) 
D. radiodurans 145 50 
E. coli 21 7.4 
E. coli minicell 9.3 3.3 

細胞懸濁液各 100 µlをスライドグラス上に作成
したターゲットウェル（3 mmφ、1 mm深の凹部）
に滴下して風乾し、照射試料とした。この滴下・

風乾作業は照射直前に無菌的に行った。 
風乾試料への放射線照射は高エネルギー加速器

研究機構（KEK）の放射光施設（PF）のBL-27Bに
おいて行った。使用した放射光は波長 0.2 nm（6.2 
keV）のX線で、照射線量率は 500 R s-1、照射面は

約 0.9 cm2（3 mm×30 mm）であった。これを各試
料（0.07 cm2 = 3 mmφ）に 0、0.5、1、2、3、4お
よび 5分間照射した（n = 2 or 3）。 
照射後、試料を無菌的に回収し、広島大学にて

残存 ATP と生残 CFU の定量を行った。まずター
ゲットウェルに 100 µlの緩衝液を滴下して風乾標
品を再懸濁し、ATP定量および CFU計数に供した。
ATPはルシフェリン－ルシフェラーゼ反応による
発光を東亜 DKK 社製 AF-70 にて測定した。CFU
は、0、0.5、1および 2分照射試料の再懸濁液を寒
天平板に塗布して常法に従って培養し、形成され

たコロニー数として計数した。 
 
結果と考察 

まず微生物懸濁液を調製した時の初期ATP含量
（Table 1）と照射 0分の乾燥試料からの再懸濁液
の ATP 量を比較すると、1/3 程度の減少が見られ
た。これは、広島大学で細胞懸濁液を調製してか

ら KEK-PF で照射を行うまでの間に微生物の死、
あるいは、微生物細胞内の ATP消費による減少と
考えられる。 

X線照射により、微生物ATPは減少した。一般に
ATPは生細胞（生菌）現存量の指標になるので、
このATPの減少はX線照射による微生物の死滅を
反映すると考えられる。これはE. coli由来のミニセ
ルにおいて顕著であった。ここで注意すべきは、

供試細胞は乾燥状態にあったので液体のH2Oは存
在せず、さらにミニセルはDNAを欠くので、X線
による間接的致死作用（OHラジカル生成による
DNA損傷）はあり得ないことである。つまり、DNA
損傷以外のX線致死作用、たとえばタンパク質や
細胞膜への損傷が致死的であり、それがDNAを持
たないためにストレスに対して脆弱であると考え

られるミニセルで顕著に現れたという可能性があ

る。 
一方、E. coliおよび放射線耐性菌 D. radiodurans
では ATP 減少が緩やかであった。E. coli と D. 
radioduransで同様の傾向が見られたことから、こ
れは D. radioduransに特有の放射線耐性能（DNA
修復能）に匹敵する「ATP修復能」によるのでは
なく、E. coliと D. radiodurans に共通する理由が
あることを予想させる。たとえば、ATPが壊れに
くい細胞内機作があるかもしれないこと、あるい

は、そもそも ATPが X線照射の影響を受けにくい
という性質があるかもしれないことなどが考えら
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れるが、その詳細は今後の研究を待たねばならな

い。今回は ATPそのものに対する X線照射の影響
を調べていないので、他の生体成分とも合わせて、

今後の実験でデータを収集する予定である 
ATPより直接的な生菌指標として CFUがある。

CFU も X 線照射により減少した。ただし、DNA
を欠くミニセルは増殖できないので、増殖を前提

としたCFU計数もできない。D. radioduransのCFU
減少が緩やかなのは、この菌のストレス耐性能が

単に DNA修復能だけでなく、細胞ないし細胞成分
（核酸、タンパク質、細胞膜など）が X線に対し
て何らかの耐性を示す細胞機作を有するためであ

ると考えられるが、その詳細は今後の研究課題で

ある。 
今回は大線量といえども低LETであるX線によ
る照射実験を行ったが、今後は高 LETである粒子
線、特に全種イオン加速器（Takayama et al., 2007a, 
b）を用いた高エネルギー重粒子による照射実験も
行い、放射線の種類による効果の違いも調べる予

定である。 
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補記 

波長（λ）0.2 nmの光量子のエネルギーは 1×10-15 
J（6.2 keV）であり、ウィーンの変位則〔λ（µm）
= 2898／K〕により約 1450万Kの黒体輻射に相当す
る。X線の「照射線量」の単位レントゲン（R）は
1 R = 2.58×10-4 C kg-1である。空気の電離エネルギ

ー（W値）34 eVをそのまま適用して「吸収線量」
に変換すると 1 R≒8.77 mGy（mJ kg-1）になる。お

そらく、本来ならば気体のW値ではなく、乾固し
た微生物細胞（固体）の電離エネルギー（ε値；一
般にW値より小さい）を用いるべきであろうが、
今回は考慮せずに話を進める。また、6 keVのX線
に対する水、炭素（グラファイト）、酸素の質量

エネルギー吸収係数はそれぞれ空気の 1.06、0.46、
1.19倍なので（Hubbell & Seltzer, 1996）大雑把に 1
倍として、本研究では照射線量 1 R≒吸収線量 8.77 
mJ kg-1（= 5.47×1015 eV kg-1）をそのまま用いるこ

とにする。 
今実験の照射X線は 500 R s-1／0.9 cm2だったの

で、ターゲットウェル面積（0.07 cm2）当りでは約

39 R s-1ということになる。このターゲットウェル

に適下し風乾した微生物懸濁液 100 µl中の細胞数
は 1.1×106個～100×106個である（Table 1）。細胞
の断面積を 1 µm2（0.5×2 µm；0.5 µmφのミニセル
は 0.2 µm3）とすると、その合計は 0.002 cm2（ミニ

セル）、0.07 cm2（E. coli）、1 cm2（D. radiodurans）
となる。D. radioduransの場合はターゲットウェル
面積（0.07 cm2）より値が大きいので、これは細胞

が重なり合っていると想定し、ターゲットウェル

面積をもって有効照射面積とする。E. coliの場合は
細胞断面積の合計とターゲットウェル面積がほぼ

一致したと考えられる。ミニセルの細胞断面積の

合計へのX線照射率は 1 R s-1程度（500×0.002／
0.9）だったと考えられる。 
人間は 100 R h-1、5時間程度の照射で致命的らし
い。自然放射線は 17～1100 µR h-1である。人の一

生で被曝する自然放射線の量は約 20 R（200 mSv）
である（寿命を 75年とし、自然放射線の量を 30 µR 
h-1として計算）。従来の放射線影響評価の研究で

は 1 R h-1程度の線量率が主に用いられていた。直

接的な比較はできないが、今回用いたX線がいかに
大線量であったかの参考までに示した。 
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